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ABSTRACT
Enzymatic bioconversion of chitosan from crab shell chitin using thermophillic bacterium has been carried
out. With chitinolytic optimum activity, called M-1 isolator, at 550C and pH 7.0, the microbe could grow best
at fourth day of fermentation with O.D. of 0.62 as well as the enzyme at 7.03 UA/mL. With the same
optimum condition, deacetylated chitin enzyme, utilised for converting chitin into chitosan, was also
produced at 7.95 UA/mL. After further purification with ammonium sulfate 40%, chitosan was produced,
examined, and confirmed accordingly.
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PENDAHULUAN
Indonesia merupakan negara yang memiliki
wilayah perairan yang lebih luas dari daratan, sehingga
hasil perikanannya melimpah ruah. Salah satu hasil
yang lebih banyak dibudidayakan dan potensial adalah
budidaya kepiting. Dari hasil pengolahan kepiting ini
dihasilkan limbah berupa cangkang yang tidak dapat
dimanfaatkan keseluruhannya sehingga mengganggu
lingkungan.
Saat ini limbah dari pabrik pengolahan kepiting
umumnya dibuat  sebagai campuran makanan ternak,
pupuk dan pakan, namun jumlah yang dimanfaatkan
tidak seberapa jika dibandingkan dengan jumlah
limbah yang ada. Pemanfaatan lain limbah kepiting
adalah ekstraksi khitin, untuk pembuatan kitosan, yang
mengandung 15% dari limbah tersebut (Permadi,
1998). Di Jepang dan Amerika Serikat, kitin dan
produk-produk turunannya telah diproduksi secara
komersial sebagai bahan dasar berbagai industri
modern seperti farmasi, bioteknologi, kosmetik,
pertanian, industri tekstil, industri kertas, industri
pangan, pengolahan air limbah dan sebagainya.
Kitin merupakan homopolimer dari residu N -
asetil - D – glukosamin yang terikat melalui ikatan -
1,4 glikosidik dan merupakan sumber daya alam yang
dapat diperbaharui dan paling melimpah setelah
selulosa. Sebagai contoh, diperkirakan bahwa setiap
tahun di dunia, ditemukan 37.300 ton kubik kitin yang
berasal dari pengolahan invertebrata laut. Jumlah kitin
yang berlimpah di alam ini memungkinkan
dimanfaatkan secara luas terutama dalam bidang
bioteknologi dan industri (Wang dan Chang, 2000).
Enzim pendegradasi kitin secara langsung
adalah kitinase dan kitin deasetilase. Kitinase adalah
enzim yang dapat menghidrolisis kitin secara acak
pada ikatan glikosidiknya, sedang kitin deasetilase
adalah enzim yang dapat mengkonversi kitin menjadi
kitosan (Gooday, 1990). Teknik produksi kitosan
secara ensimatik, dibanding secara termokimia, relatif
lebih baik karena mudah dikendalikan, terurai biologis
(biodegradable), dan sesuai lingkungan
(biocompatible), serta dapat membentuk oligomer atau
polimer (Tsigos, 2000).
Penelitian ini mencari kemungkinan
pemanfaatan limbah kepiting rajungan menghasilkan
kitosan dengan bantuan mikroba termofilik.
Pendekatan bioteknologis diharapkan bisa memberikan
solusi yang lebih ekonomis bagi produksi kitosan
dimasa datang.
METODE PENELITIAN
Bahan yang digunakan adalah mikroba
termofilik, serbuk kitin (rajungan), glukosamin
(Sigma-Aldrich), glikol kitin, HCl pekat, NaOH pekat,
bakto agar, yeast ekstrak, NaCl, (NH4)2 SO4, K2HPO4,MgSO47H2O, CaCl2, Indole, amonium sulfamat,amonium sulfat.
Alat yang digunakan antara lain Inkubator
(Memmert®), Spektrofotometer UV-VIS Hewlett
Packard, Model 340, Shaker batch (Aureus®), kulkas
(Samsung), otoclaf (Model No. 1925x), vibrator
(Janke & Kunkel, Type VF2), timbangan analitik
(Chyo), timbangan kasar (Chyo), oven (Ohaus),
sentrifugasi dingin (Aureus), magnetik stirer (Fisher)
dan peralatan gelas yang biasa digunakan dalam
laboratorium.
Tahapan penelitian terdiri dari pembuatan
substrat, peremajaan mikroba termofilik, penyiapan
inokulum, dan penentuan waktu produksi optimum,
kemudian dilakukan produksi pada kondisi optimum,
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selanjutnya dilakukan biokonversi kitin menjadi
kitosan secara enzimatik.
Untuk produksi enzim pada medium fermentasi,
10 ml medium inokulum untuk 100 ml medium
fermentasi diinokulasikan  bakteri yang terpilih
sebanyak 4-5 ose, selanjutnya diinkubasikan pada suhu
55 C, 170 rpm selama 12-18 jam. Komposisi medium
adalah (NH4)2SO4 0,7%; K2HPO4 0,1%; NaCl  0,1%;MgSO4. 7H2O 0,01%; yeast ekstrak 0,05%; CaCl20,025%; dan koloidal kitin 0,5%  (Natsir,2000).
Inokulum lalu dituang ke dalam medium fermentasi
(medium produksi) yang komposisinya sama dengan
medium inokulum, kemudian diinkubasi pada kondisi
yang sama  selama 4 hari. Penarikan contoh tiap 24
jam dilakukan untuk pengukuran o.d (optical density)
pada 660 nm, uji protein menggunakan pereaksi uji
biuret (Saleh, 2002) dan uji aktivitas kitinase serta
kitin deasetilase (Natsir, 2000).
Filtrat kultur (enzim ekstrak kasar) diperoleh
dengan sentrifugasi contoh pada kecepatan 3000 rpm,
suhu 4 oC selama  15 menit. Pengukuran dilakukan
selama  4 hari untuk menentukan pencapaian kondisi
optimum.
Ensim ekstrak kasar difraksinasi dengan
amonium sulfat teknis pada berbagai konsentrasi yang
dimulai dari 30, 40, 50, dan 60%. Perlakuan ini
dilakukan dengan cara sebagai berikut: Ensim ekstrak
kasar ditambahkan amonium sulfat sedikit demi
sedikit sambil diaduk dengan magnetic stirer hingga
larut sempurna dan dibiarkan semalam pada suhu 4 C.
Filtrat ensim dipisahkan dengan sentrifugasi 5000 rpm
selama 30 menit dengan suhu 4 C, kemudian
dilarutkan dalam buffer sitrat fosfat 0,1M pH 7,0.
Untuk produksi kitosan, ensim ekstrak kasar
difraksinasi menggunakan amonium sulfat
ditambahkan dengan substrat koloidal kitin (serbuk
kitin) 0,3 % yang sebelumnya sudah dilarutkan dalam
buffer sitrat fosfat 0,1M pH 7,0 dengan perbandingan
1:1, 1:2, dan 1:3 (b/v), diinkubasi pada suhu  55oC,
sentrifugasi pada 170 rpm selama 60 menit, dan
endapan diambil. Kitosan yang diperoleh ditimbang
dan disimpan pada suhu dingin untuk analisis dan
pengujian lebih lanjut.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Mikroba termofilik diperoleh dari hasil skrining
sampel air laut panas yang berasal dari Manado
Sulawesi Utara. Mikroba termofilik tersebut
merupakan isolat M-1 yang memiliki aktivitas
kitinolitik dan dapat tumbuh secara optimal pada
kondisi temperatur 55 oC dengan pH 7,0. Isolat M-1
ditumbuhkan pada medium cair dan medium padat
dengan menggunakan koloidal kitin 2.0 % sebagai
substratnya.
Isolat M-1 di tumbuhkan lebih lanjut pada
medium fermentasi untuk mengetahui kondisi optimal
produksi, sebab dalam medium fermentasi
pertumbuhan mikroba dan produk yang dihasilkan
dapat dipantau dengan baik sesuai kondisi yang
optimal. Pertumbuhan isolat M-1 medium fermentasi
meningkat terus hingga hari ke – 4, dan mulai
menurun pada hari ke – 5 (Gambar-1).
Gambar 1.
Kurva Pertumbuhan OD terhadap waktu inkubasi
Pada grafik di atas terlihat bahwa
pertumbuhan optimal mikroba adalah pada hari ke – 4
dengan nilai OD 0,62, dan menurun pada hari ke–5.
Hal ini mungkin disebabkan oleh terjadinya
penumpukan produk beracun atau kehabisan nutrien
sehingga beberapa sel mati, sedangkan yang lain
tumbuh dan membelah.
Sejalan dengan pengukuran kurva pertumbuhan
dilakukan pula pengukuran aktivitas ensim secara
optimal. Ternyata aktivitas ensim adalah optimal pada
hari ke – 4 (Gambar-2). Hal ini seiring dengan enzim
kitinase yang diproduksi pada hari ke – 4 dari isolat
K– 22 yang telah di isolasi dari sumber air panas
Kawah Kamojang Jawa Barat (Natsir, 2000).
Gambar-2.
Grafik antara aktivitas kitin diasetilase dan waktu inkubasi
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Dari Gambar-2 di atas terlihat bahwa aktivitas
kitin diasetilase mencapai nilai optimum pada pH 7,0
yaitu 9,75 UA/mL pada hari ke –4 (Gambar 5). Pada
hari ke-5, aktivitas kitin diasetilase menurun yaitu 7,95
UA/mL. Enzim pendegradasi kitin, yaitu kitinase dan
kitin deasetilase di produksi setelah pertumbuhan
mencapai fase stasioner, yaitu pada hari ke–4 waktu
fermentasi, dimana pada fase tersebut aktivitas kitinase
dan kitin deasetilase optimum. Hal ini kemungkinan di
sebabkan oleh terjadinya kondisi tertentu di dalam
medium, yaitu kondisi kerapatan sel dan ketersediaan
nutrisi dalam mediumnya semakin berkurang,
sehingga kitinase dan kitin deaserilase disekresikan
keluar sel dalam jumlah yang banyak untuk
mendegradasi kitin pada dinding sel mikroba tersebut.
Kemudian hasil degradasinya digunakan sebagai
sumber nutrisi alternatif.
Enzim pendegradasi kitin umumnya diproduksi
secara ekstra selular menurut Natsir (2000), enzim
ekstraselular akan dikeluarkan oleh sel dan tertampung
pada medium, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan tertentu. Enzim tersebut akan tersuspensi
pada filtrat atau supernatan dan terpisah dari sel.
Enzim kitinase dan kitin diasetilase yang
terdapat pada supernatan hasil sentrifugasi 3000 rpm,
4oC selama 15 menit merupakan enzim ekstrak kasar.
Enzim ini difraksionasi dengan amonium sulfat pada
berbagai konsentrasi (Gambar-3).
Gambar-3.
Grafik hubungan antara aktivitas enzim
dengan konsentrasi amonium sulfat
Fraksi yang memiliki aktivitas tertinggi
selanjutnya digunakan untuk penelitian lebih lanjut,
aktivitas tertinggi tercapai pada  kondisi optimum 40%
b/v yang setara dengan kejenuhan 65%.
Salah satu cara untuk mengidentifikasi adanya
kitosan ialah melalui test warna Van Wisselingh
(Bastaman, 1991). Pada test ini kalium yodida (KI-I2)akan merubah warna kitosan menjadi merah
kecoklatan dan dalam suasana asam, dengan
penambahan asam sulfat (H2SO4) akan berubahmenjadi hitam. Ini merupakan uji kualitatif kitosan
yang paling akurat. Perubahan warna dapat  dilihat
pada tabel-1 dibawah ini.
Tabel-1.
Identifikasi Kitin dan Kitosan
Hasil PenambahanZat
Uji Kitin /
Kitosan
Warna
Isolat
Serbuk kitin KI-I2 Merahjingga
Merah
jingga
Koloidal kitin KI-I2 t.a.d Coklat susu
Kitosan KI-I2 + H2SO4 Hitam Hitam
Derajat deasetilasi kitosan adalah persentase
gugus asetil kitin yang berhasil dihilangkan pada
proses deasetilasi agar diperoleh kitosan. Hasil analisis
derajat deasetilasi kitin menghasilkan kitosan dapat
dilihat pada tabel-2 dibawah ini.
Tabel-2.
Hasil Analisis Derajat Deasetilasi Kitin
menghasilkan Kitosan (%)
Perlakuan Derajat Deasetilasi (%)
E  :  SK (b/v) = 1 : 1 44
E : KK (b/v) = 1 : 1 59
E: KK (b/v) = 1: 2 70
E :  KK (b/v) = 1 : 3 63
Dari tabel di atas dapat dilihat bahwa pada
derajat deasetilasi 1:2 KK (b/v) ternyata memberikan
hasil yang optimal karena mempunyai derajat
deasetilasi yang tinggi yaitu 70% dibandingkan
dengan nilai derajat deasetilasi pada perbandingan  1:1
SK (b/v), 1:1 KK (b/v), dan 1:3 KK (b/v).
Dari hasil analisis gugus fungsi dengan
spektroskopi infra merah ditemukan puncak-puncak
serapan yang merupakan karakteristik senyawa khitin
(Tabel-3)
Tabel-3.
Hasil absorpsi infra merah isolat yang bersesuaian
dengan karakteristik khitin
Gugus Fungsi Frekuensi
(Cm-1)
Karakteristik
OH 3448,5 Kuat (s)
CH-Streching 2879,5 Sedang (m)
C=O 1670 Kuat (s)
N-H 1550 Kuat (s)
CH3 1326,9 Kuat (s)
C-O-C 1072,3 Kuat (s)
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Dengan demikian uji kualitatif, baik dengan
test warna maupun dengan spektroskopi infra merah,
keduanya menunjukkan isolat sebagai khitin yaitu
produk usaha biokonversi yang telah dilakukan.
KESIMPULAN
1. Isolat M-1 dapat menghasilkan enzim kitin
deasetilase dan kitinase pada hari ke-4   dengan
kondisi 55 C dan pH 7,0
2. Kitin dari kulit kepiting dapat dikonversi menjadi
kitosan oleh enzim kitin deasetilasi yang berasal
dari isolat M-1 dan telah difraksinasi dengan
amonium sulfat 40% b/v
3. Telah dipastikan adanya kitin tersebut melalui uji
kualitatif
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